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間接ラテックス凝集反応(ＬＡ）は，被検血清の非働

化や吸収操作を要しないという長所を有するが，従来，

トキソプラズマ（Tp）症の血清学的検査法として諸外国

で試みられたＬＡは，いずれも反応の感度が低く，その

ため実用の段階には到らなかった（BozdEchandJira，

1961；LundeandJacobs，１９６７；ＫｗａｎｔｏｓｅＺａＺ.，

1972；BeverleyeZaZ.，1973)．

最近，坪田ら（1977ａ，ｂ）によって改良されたＬＡ

のマイクロタイター法は，我々（小林ら，1977）の検討

の結果では，反応の感度が高く，色素試験との定性的一

致率も高くしめされたことから，これをＴｐ感染症の診

断法として十分応用しうるものと判断された．

しかし，本法をマス・スクリーニングの目的で多数の

被検者に対して応用するためには，検査材料として，血

清のみならず被検者から得られる微量の血液を濾紙に吸

着，乾燥，保存しおいたものについても，これより容易

に抗体を検出，定量しえられることが望ましく，とりわ

けこのことは血液採取にいちじるしい制約をともなう新

生児や幼児の場合においてそうである．

そこで我々は，微量の血液を吸着，乾燥させた濾紙小

片からのＴｐ抗体の検出，定量の可否，また可能である

とすれば，そのための条件について検討し若干の成績を

えた．以下はその報告である．

ＬＡ反応に供した．血液吸着濾紙としては，フェニール

ケトン尿症（ＰＫＵ）の検査において用いられるいわゆる

ＰＫＵ濾紙（北里研究所製）を使用した．吸着血液は，

室温で乾燥後，各種の条件下に保存した．

ＬＡ反応にあたっては，血液吸着濾紙より直径３ｍｍ

のディスクを打抜機によって切りとり，これを試験に供

した．

２）間接ラテックス凝集反応

ＬＡ反応は坪田ら(1977ａ,ｂ）の方法に準じて行ない，

抗原感作ラテックス粒子および反応用緩衝液（O2M

aminomethylpropanol-HCl，ｐＨ８．０）は栄研化学製品

を用いた．反応用トレーとしてはディスポーザブルＵ字

型（栄研器材）を用い，各穴に血清もしくは濾紙吸着血

液の溶出液の各稀釈倍液25,(ｄずつを入れ，これに抗

原感作ラテックス浮遊液2Ｍずつを加えた.次いで

トレーをマイクロミキサー（光和機材）を用いて数分間

振鐙後，室温にこれを１晩静置して凝集の有無を判読し

た．なお血清については，１：３２以上の稀釈倍で凝集を

しめしたものを陽性とした．

成績

１．血液吸着濾紙からの血清溶出について

５人の正常人の血液をそれぞれＰＫＵ濾紙に滴下，吸

着，乾燥後，直径３ｍｍ大のディスクを打抜いてとり，

このﾃﾞｨｽｸの1個,2個および3個をそれぞれ5Ｍの

緩衝液中に浸し，マイクロミキサーで振罎[し血清の溶出

をおこなった．振撮，溶出時間は１５，３０，６０，１２０分の

各時間とした．溶出液についてはＬｏｗｒｙ（1951）法によ

ってたん白濃度を測定した．

結果はFig.１にしめされるように,溶出たん白濃度は

15分間の振鐙,溶出操作で既に最大に達し,使用ディスク

材料および方法

1）被検血清および血液

被検血清は非働化および吸収操作を施すことなく直接
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TablelCorrelationbetweenseraandblood‐
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Ｆｉｇ．１Proteincontentineluatesfromdif‐

ferentpiecesofblood-absorbeddisc3pieces

（○一○)，２pieces（●－●)oｒｌｐｉｅｃｅ（△－

△）of3mmdiameterPKU-filter-paperdisc
absorbedwithwholebloodandriｅｄｗｅｒｅ

ｉｍｍｅｒｓｅｄｉｎ５０βlbuffersolutionandeluted
usingamicromixer・Eluatesweremeasured

byLowry,smethodforproteinconcentra‐

ｔｉｏｎ・Eachplotrepresentsaveragevalue

on5differenthumanbloodsamples・

の個数の増加に応じてたん白濃度も倍数的に増加をし

めし，ディスク１個で10.2ｍｇ/ｍ1,同２個で22.7ｍｇ/ｍ１，

同３個では34.2ｍｇ/ｍｌであった．

２．血清と血液吸着濾紙溶出液におけるＬＡ抗体価の

関係

ＬＡによりＴｐ抗体を有することが判明している13例

の感染者につき，それぞれ血清と血液吸着ＰＫＵ濾紙溶

出液のＬＡ抗体価を測定，比較した．すなわち血液吸着

濾紙については，ディスク１個，２個または３個ずつを

50β１の緩衝液に浸漬し30分間溶出，血清，溶出液とも

２倍稀釈系列をつくりＬＡ抗体価をもとめた．

その結果はＴａｂｌｅｌにしめされるように,ＬＡ抗体価

(log２値）は用いたディスクの個数と比例してその増加

をみた.すなわち血清による平均抗体価(log２値)は8.69

であったのに対してディスク１個使用時の溶出液のそれ

は3.76,ディスク２個では４．６１，３個では5.46となって

おり，血清抗体価とディスク２個による溶出液の抗体

価との差は４．０８となっている．このことは，緩衝液50

,〔ｄ中ディスク２個による溶出液の抗体価を１６倍して得

られる値が，血清抗体価に相当するということを意味

し,実際にはﾃﾞｨｽｸ2個と緩衝液5Ｍの組み合せが最

も適当であると考えられる．

そこで次に，上記血清とディスク２個による溶出液間

の関係が実際に多数の症例について施行した場合におい

てもあてはまるか否かについて検討してみた．

Ｔａｂｌｅ２はその結果をしめしたものであるが，この

Tableでは溶出液のＬＡ抗体価は，先述の理由から，直

接求めた値を16倍し修正した値としてしめしてある．

いまこのTableをみるに，溶出液，血清とも同一の

抗体価をしめしたものは，２９例中24例の多きに達し，ま

た同一の抗体価がえられなかった他の５例についてもそ

の差はわずか１管（２倍）にとどまっており，全体とし

て両者よ<一致することが証明された．

３．血液吸着濾紙の保存とＬＡ抗体価との関係

血液吸着濾紙の保存条件として，温度と期間につき検

討した．ＬＡ抗体価既知の１４例について，その血液を

ＰＫＵ濾紙に吸着してとり，これを２群に分け，各々低

温（０～４Ｃ）および高温（27C）に保存した．保存

（６８）



485

Table2ComparisonofLAtitersasdeter‐

ｍｉｎｅｄｂｙｔｅｓｔｉｎｇｓｅｒａａｎｄＰＫＵ‐

filter-paper-absorbedblood

少くとも60日間の保存によっては実際上みるべきＬＡ抗

体価の変化がみとめられなかった．

考察
Ｎｏ．SerumFilterpaperNo・SerumFilterpaper

ＴＰ感染症のマス・スクリーニング，とりわけ新生児

を対象とした場合にあっては，その血清反応としては，

微量の血液から特異抗体を的確にかつ容易に検出しうる

ということが望ましい．とくに最近数種先天性代謝異常

症のマス・スクリーニングが新生児血液吸着ＰＫＵ濾紙

を用いて行なわれつつある現状（北川，1975）に鑑み，

同上濾紙よりＴＰ抗体を検出するための条件について検

討しておくことは意義のあることと思われる．

検討の結果は，先述のように，血液吸着濾紙から直径

３ｍｍ大のディスク２個を打ち抜き，これを50βｌの緩

衝液に溶出したものを血清16倍稀釈に相当するものとし

て，実際に血清とともにそれらのＬＡ抗体価を求め，相

互の比較をおこなってみた結果は，両者よ<一致するこ

とが判明した．

ﾃﾞｨｽｸ2個と緩衝液5Ｍの組み合せが最も適当であ

ると考えられたのは，濾紙溶出液と血清の抗体価の比が

16倍という適当な数値であったことがその主な理由であ

るが,ﾃﾞｨｽｸ3個を5Ｍに溶出させた場合は,溶出の

程度にややバラツキが大きく，一方ディスク１個の場合

は，その溶出液は血清の32倍稀釈に相当することになる
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期間は，低温については１２０日まで，高温については６０

日までとし，その間一定期間ごとに各濾紙よりディスク

２個ずつを打ち抜いてとり，これについて前述の方法に

よりＬＡ反応を実施し抗体価をもとめた．

その結果はＴａｂｌｅ３にしめすごとく，低温，高温とも，
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ので，血清ＬＡ抗体価が１：１６以下のものについては抗

体の検出もれが起りうるという難点があるからでもあ

る．

血液吸着濾紙を２７Ｃというやや高い温度条件下に保

存した場合でさえ，少くとも２ヶ月間の保存によって，

事実上全く抗体価の減弱をきたさなかったことは，血液

吸着濾紙とＬＡの組み合せによる検査術式は，マス．ス

クリーニングの目的によく適うものであると考えること

ができる．

我々は以上の方法を用い，実際に先天性代謝異常の検

査に用いられる血液吸着ＰＫＵ濾紙を利用してＴｐ感

染症のマス・スクリーニングを実施し，十分その有用性

をみとめているが，これについては別の機会に譲る．

要約

トキソプラズマ感染症のマス・スクリーニングに応用

する目的で，血液吸着ＰＫＵ濾紙からの溶出液を用いた

間接ラテックス凝集反応(ＬＡ）について検討し，以下の

結果をえた．

１．血液吸着ＰＫＵ濾紙から直径３ｍｍ大のディスク

２個を打ち抜いてとり，これを緩衝液50β1中，３０分間振

揚[してえられる溶出液はＬＡ抗体価による比較から血清

16倍希釈に相当することが判明した。

２．各種ＬＡ抗体価を有する29例につき，それぞれ血

清および血液吸着濾紙溶出液についてのＬＡ抗体価をも

とめ（後者については修正値）比較したところ，両者よ

<一致をみた．

３．血液吸着ＰＫＵ濾紙を０～４Ｃおよび27Ｃに保

存した場合，いずれの温度下でも少なくとも２ケ月の保

存ではＬＡ抗体価にみるべき影響を及ぼさなかった．

以上により，血液吸着ＰＫＵ濾紙を用いたＬＡ反応

はＴｐ感染症のマス・スクリーニングに十分応用しうる

ものと結論された．

終りにのぞみ，有益な御教示を賜わった日本大学医学

部小児科北川照男教授に深謝する．また種々技術的援助

をいただいた本学寄生虫学教室内田雅子，本田元子，阿

井美幸の諸君に感謝する．
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A SIMPLE MASS-SCREENING METHOD FOR TOXOPLASMOSIS—DETECTION

OF THE ANTIBODIES FROM BLOOD-ABSORBED-FILTER-PAPER DISCS

USING THE INDIRECT LATEX AGGLUTINATION TEST

Akio KOBAYASHI, Naohiro WATANABE, Yasuhiro SUZUKI

AND NORIYUKI HIRAI

{Department of Pa?'asitology, The Jikei University School of Medici?ie, and Clinical

Laboratory, The Jikei University School of Medicine, Tokyo, Japan)

The indirect latex agglutination (LA) test (Toxotest-MT, Eiken Co.) was studied for pos

sible application to the mass-screening of toxoplasmosis, using small discs of the blood-absorbed

PKU filter paper. Results obtained are as follows ;

1. The elution of two pieces of the discs of 3 mm diameter in 50^1 buffer (0.2 M amino-

methylpropanol-HCl, pH 8.0) for 30 min. using a micromixer was satisfying. The eluate thus

obtained was proved to be equivalent to 1 : 16 dilution of the serum in regard to the antibody

titer.

2. The LA test titers of serum and eluate were essentially the same on 29 cases tested

when values of disc eluate were adjusted.

3. The PKU filter-paper absorbed blood could be stored at either 0-4C or 27C for at

least 2 months without altering the antibody titer.

It was concluded that the LA test using PKU-filter paper discs absorbed with the blood

well can be used as a useful tool for the mass-screening of toxoplasmosis.

( 71 )




